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まえがき 消化管微生物と動物の栄養・生理・健康との関連
［研究領域］
　筆者の専門分野は動物栄養学であるが，特に消化管
微生物の制御や有効利用により動物の栄養や健康の向
上に資することを目的として，消化管微生物について
の基礎的および応用的研究を行ってきた［図1］。ま
ず対象とした動物は家畜，特に反翻動物であり，これ
はタンパク食料の生産性向上が目的となるが，環境問
題とも関連する（後述）。また，乳・肉・卵中の生理
活性物質の増強，すなわちヒトの健康増進（機能性食
品の生産）を目的とした研究も行った。一方，ペット
動物（イヌ，ネコ）も対象としたが，これは健康増進，
疾病予防・抑制が目的であり，ヒトへの利用も視野に
入れた。
　高等動物の消化管は動物種によって大きく異なる
が，大別して単胃動物と反翻動物（複胃）がある。反
錫動物は高度に進化した大きな第一胃（ルーメン）を
持ち［図2］，ここでは単なる消化吸収ではなく多種
多様の多数の微生物による複雑な代謝が行われてい
る。主要微生物群としては，ほぼ同程度のバイオマス
のプロトゾア（原生動物）とバクテリア（細菌；メタ
ソ菌のような古細菌も含む）が生息している（カビ類
も少量存在する）。ルーメン微生物の大半は，ここに
しか生息しないものが多く，特殊な機能をもつものが
多いが，未知の機能をもつ微生物の宝庫とも言える。
一方，すべての高等動物に腸内細菌が生息している
が，特に単胃動物の場合は大腸内の細菌が重要である。
　消化管微生物は嫌気性という特殊な性質をもつの
で，エネルギー代謝学や代謝の熱力学という面からも
ユニークで，非常に興味深い。また，普通の微生物学
では単離された微生物を用いて研究することが多い
消化管微生物：ルーメン微生物・腸内細菌?
家畜。
??????（ ＿→タンパク食料→
　　（機能性食品）
7
“反易動物：ウシ、ヒツジ、ヤギ
単胃動物：ブ久ニワトリ
　　　　　　　　図1　研究領域
　＼
ペツト動物・ヒト
栄養
健康維持・場逡
疾病予防・携糊
ルーメン微生物
図2　反翻動物の消化管（ルーメン）
が，消化管微生物の研究では，生息場所に存在する微
生物群全体としての機能に意味があり，各種の微生物
間の相互作用や宿主との相互関係なども重要であり，
さらに微生物相（叢）が時々刻々と変化することも考
慮する必要があるので，極めて複雑である。従って，
個々の微生物について詳しく研究すると同時に，微生
物群全体について空間的・時間的ファクターも勘案し
て理解する必要がある。
［研究の概要と経過］
　筆者は，以前はルーメンプロトゾアに関する研究を
行っていたが，本学就任後は個々のバクテリアの代謝
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調節に関する基礎研究を行うと同時に，主に混合ルー
メン微生物培養系を用いて，ルーメン微生物系全体の
代謝制御に関する基礎的および応用的研究を行った。
特に，ルーメンにおけるメタン生成は飼料のエネル
ギーの損失になる（飼料効率の低下）になるばかりで
なく，メタンは大きな温室効果をもつガスなので，環
境問題の観点からも，その低減を図ることは重要なの
で，この問題にも取り組んだ。
　後半は，生命科学科のメソバーでバイオベンチャー
プロジェクトという，いわゆる大型プロジェクト研究
を実施したが，これは実用・起業を目的とした研究を
支援することが建前であったので，筆者もそれを意図
した研究にウエイトを移した。つまり，ペット動物や
家畜をターゲットとし（遠くにはヒトも視野に入れ
て），ルーメン微生物のみならず，腸内細菌に関する
研究にも取り組んだ［図1］。腸内細菌の場合は動物
の健康維持・増進，疾病予防・抑制などが目的となる
が，腸内細菌相の制御を目標とすると共に，有用な菌
を見つけてそれをプロバイオティクスや有用物質生産
に利用するための研究も行った。
　以上のように，筆者は基礎と実用の両面から，また
微生物と動物の両方を重視した研究を行ない，手がけ
た研究は幅広く多岐にわたるが，これは応用科学の分
野では（特に筆者が選んだ分野では）多面的に観る多
様なアプローチが必要になるという事情による。ま
た，一つの問題を深く掘り下げていくと必ず壁にぶつ
かって成果が出なくなるので，複数のテーマで研究す
ることも必要となる。常に成果を出さないと研究費が
取れないので，現実問題としてこのことは重要であ
る。一本道をまっしぐらという研究は一つの理想では
あるが，社会活動は結果論で評価されるので，現実と
の兼ね合いも仕方なかろう。それに，壁にぶつかった
場合は一時中断し，分析機器の開発などの研究技術の
進歩や他分野での知見が増えるのを待って再開する方
が効率がよいとも言える。つまり，研究というのは直
線的に進展するものではなく，段階的に進むものであ
ろう［図3］。さらに，大学における研究には教育と
いう側面もあり，各学生（特に大学院生）に自立意識
を持たせるために個別のテーマを与えるのが望ましい
研究には運・不運もあるが、壁にぶつかるのが普通。
深追いしないで、時機を待つ方が得策のこともある。
?????
年法（分析機器など）の進歩、
他分野での知見の蓄積など
　　　　年月
図3　研究の進展の仕方
という事情もある。
　いずれのテーマも発展途上で時間切れとなったが，
研究は自分の代で決着する必要はなく，次の世代に受
け継がれ，何代も経ながら進展するものと筆者は考え
ている。また，研究とは新たな可能性を求め，将来必
要が生じた場合に備えて選択肢を増やしておくことに
意義があると思っている。時代によって社会的な要
請，認識，許容度などが変わるものだからである。
23年間の研究の主な内容
1．　ルーメン微生物の培養技法（人工ルーメン，連続
　　培養）
　上述のように，ルーメソ微生物混合系全体について
理解するためには，また動物を用いた試験（in　viVO）
では行えないような研究，あるいは動物試験のための
予備実験のためには，混合ルーメン微生物培養系（in
vitro）を用いる必要がある。そこで，実際のルーメ
ソに近い条件をin　vitroで再現する装置の作製を試み
た。以前からこのような装置を「人工ルーメソ」と呼
んでいたが，医療で人工臓器という言葉が使われるよ
うになってからは，この言葉は紛らわしいので（人工
のルーメソを動物体内に入れるのではないので），あ
まり使わない方がよいが，適当な言い方がないので，
ここでは従来の呼称を用いることにした。
　ルーメンの環境条件を再現するために，以下の機能
を持つ装置を作製した。
　A．約5リットルの容器（人工ルーメソ）に緩衝
　　液（pH　8．0－8．5）を一定速度で流入させる（唾液
　　分泌と飲水）。
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　B．一定サイズの飼料片が流出しないような金属メ
　　ッシュを通して液をオーバーフローさせる（第三
　　胃での節い分けと下部消化管への流出）。
　C．容器内に飼料（乾草粉末と濃厚飼料）を嫌気的
　　に導入する。
　D．容器内をゆっくり撹拝する（ルーメン運動）。
　E．セロファソ透析チューブを容器の内周に沿って
　　多数投入し，透析内液を連続的に流動させる
　　（ルーメン壁からの低分子物質の吸収）。
　F．pHコソトローラーにより過度のpH低下を防
　　ぐ（A，B，　Eの機能だけではpH低下が大きくな
　　り過ぎた場合の補助制御）。
　このような，環境条件を制御できるような精密な人
工ルーメソを作製し，in　vitroで混合ルーメソ微生物
相を長期間in　vivoに近い状態に維持できることを初
めて示した。つまり，プロトゾア数とバクテリアの総
数がin　vivoと同程度に維持されただけでなく，維持
が困難なプロトゾア（特にIsotricha属など）や高い
嫌気度を要求するメタソ菌の維持ができた。また，発
酵産物の解析から，この装置ではin　vivoルーメソに
近い代謝が行われることが判明した。この研究を行っ
た時代にはDNA解析により微生物相の変化を追跡す
る技術がなかったが，今後は新たな技法を取り入れれ
ば，多くの新たな知見が得られるであろう。
　一方，バクテリア（単培養または共培養）のための
完全嫌気条件を保つような連続培養装置を作製した。
これは，一定速度で培養液を流入させオーバーフロー
させることにより，菌を“定常状態”で培養する手法
である。つまり，温度と培養液の流入速度を一定に保
つことにより，環境条件と増殖速度を一定に保つよう
な培養法である。これは，菌体成分もすべての物質の
代謝速度も一定となることを意味し，厳密な代謝の解
析を行うために用いる。特に嫌気性菌の場合は，エネ
ルギー効率を求めるための有力な手段となる。（以下
の実験で利用。）
＜研究論文リスト：10，22＞
2．ルーメンにおける繊維消化
　反劉動物がルーメソをもつことの最大のメリット
は，そこに繊維分解能の高い種々の微生物が常在し，
セルロースを代表とする植物の複雑な繊維成分を消化
できることである。そこで，混合ルーメソ微生物培養
系で繊維消化を左右する要因を解析し，牧草中の脂質
や油脂の添加が繊維の消化率を低下させること，特に
繊維分解菌とプロトゾアの増殖を阻害することを示し
た。脂質の中でも，特に多価不飽和脂肪酸は微生物の
増殖を阻害する作用が大きく，その過酸化物は更に毒
性が大きいこと，抗酸化剤としてβ一カロチソやα一ト
コフェロールを加えると過酸化物の生成が抑制され，
多価不飽和脂肪酸の阻害作用が緩和されることなどを
明らかにした。
　古くより，反劉動物に高でんぷん飼料を給与すると
繊維の消化率が低下することが知られており，その一
因が急激な発酵によるpH低下にあると説明されてい
たが（繊維分解菌は低pHに弱い），人工ルーメソを
用いてこの問題を解析した。その結果，pH低下を防
いだ条件下でも高でんぷん飼料で繊維の消化率が低下
することが判り，それは繊維分解菌の増殖が阻害され
るからではなく，でんぷんの分解によって生ずるマル
トースやグルコースなどの糖類があると繊維分解菌が
それらを優先的に利用し，繊維を利用しなくなるから
であることが明らかとなった。すなわち，利用しやす
い可溶性糖類が存在すると，繊維分解菌における繊維
分解酵素（セルラーゼやキシラナーゼなど）の合成が
抑制されると推測された。
　一方，セルロース分解菌を単培養した実験で，セロ
ビオースを基質（エネルギーおよび炭素源）とした場
合には，セルロースを基質とした場合よりもセルラー
ゼ活性がはるかに低くなることを見出した。セロビ
オースはセルロースの分解産物であるから，セルロー
スを基質とした場合でも少しずつ生成されるが，高濃
度で存在するとセルラーゼ合成が抑制される可能性も
ある［図4］。しかし，セルラーゼの糖転移反応によ
ってセロビオース以外の少糖が生成され，それがセル
ラーゼ合成を促進する可能性を示唆する結果も得られ
た。
　代表的なセルロース分解ルーメソ菌3種を供試し，
H2生成阻害剤（CO）によりH2生成を阻害したとこ
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図5　セルロース分解菌の増殖に及ぼすメタン菌の影響
ろ，セルロース分解菌の増殖収量（YATP；増殖のエ
ネルギー効率を示す尺度）とセルロース分解が低下し
た。一方，メタン菌との共培養によりH2分圧を低下
させてH2生成を促進した場合には，セルロース分解
菌のYATPとセルロース分解が増加することを示した
［図5］。人工ルーメンを用いた実験でも同様の結果で
あったことから，繊維分解における「異種間水素移行
（interspecies　hydrogen　transfer）」の重要性を提唱し
た。
　代表的なセルロース分解菌3種とタンパク分解菌4
種を供試し，セルロース分解菌の増殖には影響しなく
てもタンパク分解菌の共存によりセルラーゼ活性が低
下したことから，タンパク分解菌がセルラーゼを分解
することが判明した。他のタンパクを添加したとこ
ろ，セルラーゼ活性の低下が緩和された。これは，セ
ルラーゼタソパクが他の多量のタンパクにより希釈さ
れ，プロテアーゼの基質の競合が生ずるためと解され
る。このように，セルロース分解菌が分泌したセル
ラーゼが分解され易い状況であるか否かも，ルーメン
におけるセルロース消化にとって重要な要件となるこ
とを明らかにした。
〈論文リスト：11，12，14，21，35，36＞
3．反留動物への工タノールの利用
　エタノール（酒やビールなど）は，我国では古くか
ら経験的に牛の産肉性と肉質の改善効果をもつと考え
られ，一部の地域で用いられてきたが，その科学的根
拠については明らかにされていない。そこで，1988
年に農水省のプロジェクト研究としてこの問題が取り
挙げられ，筆者はその一員として参加し，ルーメン内
でエタノールはどのように利用・代謝され，また微生
物にどのような影響を及ぼすかを検討した。
　混合ルーメン微生物培養系で，エタノールはエネル
ギー源として利用され，主に酢酸に代謝され，またカ
プロン酸の生成が増加することなどが示された。さら
に，エタノールはバクテリア菌体の不飽和脂肪酸
（USFA）／飽和脂肪酸（SA）の比率を増加させたこと
から，脂質代謝と細胞膜脂肪酸組成に影響を及ぼすこ
とが示唆された。これは，細胞膜にエタノール分子が
入り込むと膜の流動性が低下するため，膜の流動性を
高めるためにUSFA／SA比を高めるような代謝調節
が行われたと解される。
　エタノールは，微生物の増殖を阻害しない濃度で
も，トリグリセリドの水解やUSFAの水素添加反応
を阻害するので，宿主におけるUSFAの吸収を増加
させる可能性があることが判明した。USFAは必須
脂肪酸であり，宿主にとってもその生産物（乳肉）を
食する人間にとっても，その増加は有益である。ま
た，エタノールはルーメン内でタンパク分解やアミノ
酸の脱アミノ反応も抑制し，その結果アンモニアの蓄
積（濃度の上昇）を緩和することが明らかとなった。
アソモニア濃度が高くなるとルーメンから吸収され宿
主動物にとって有害となるので，その吸収量が減少す
ることは有意義である。
　混合ルーメン微生物はエタノール以外の低級アル
コールも利用し得るが，アルコール類の利用はCOで
H2生成を阻害すると低下し，メタソ菌の添加により
水素生成を促進する（上述）と増加することが判明し
た。従って，エタノールの利用においても「異種間水
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素移行」が重要と考えられた［図5］。
　一方，エタノール濃度が高くなると，菌体内pHが
一定に保たれなくなり，培地pHが増殖を大きく左右
するが，酢酸の存在下ではその影響が緩和されること
が明らかになった。その理由は複雑であるが，実際の
ルーメン内には高濃度の酢酸が存在するので，エタ
ノールの増殖阻害作用が緩和されるものと思われる。
＜論文リスト：1，3－8＞
4．ルーメンバクテリアの代謝調節機構の解明
　4－1．　Streptococcus　bovis（乳酸生成菌）
　濃厚飼料（高でんぷん飼料）の多給により引き起こ
されるルーメソアシドーシスは乳酸の蓄積による場合
が多いが，集約的飼養が中心の日本においては，特に
重要な問題である。これは，pH低下によりルーメン
内の多くの微生物，特に繊維分解菌の増殖が阻害され
て，繊維消化率の低下や食欲不振などを招き，重篤な
場合は死に至らしめる。ルーメン内の主要乳酸生成菌
はS．bovisであるが，本菌はでんぷんを利用して速や
かに増殖する。また，低pH耐性が高いので，ルーメ
ソ内pHが低下した場合にはその菌数の割合が更に増
加する。さらに，低pH時には本菌における乳酸の生
成割合が増加するので，本菌はルーメンアシドーシス
の進行を加速させることになる。後述するように，適
度な乳酸生成は必要であるが，S．　bovisの過剰な増殖
や本菌による乳酸の過剰生成を抑制することが望まし
い。そこで，S．　bovisの乳酸生成と増殖（この両者は
密接に関連する）の制御を目的として，本菌について
分子レベルおよび遺伝子レベルでの詳細な解析を行な
った。
A．S．　bovisにおける乳酸生成の調節
1）発酵経路と増殖
　本菌は，グルコースを代表とする糖を解糖系でピル
ビン酸に分解し，その後ピルビン酸は二つの反応系に
分岐し，乳酸脱水素酵素（1actate　dehydrogenase；
LDH）により乳酸に代謝されるか，またはピルビン
酸・ギ酸リアーゼ（pyruvate　formate　lyase；PFL）に
よりアセチルーCoAとギ酸に代謝される［図6］。ア
　　　　　　　－／＼
乳酸脱水素酵素
　　（LDH》
　　ギ酸　　　アセチルCoA　　　　　乳酸
ATPく…・…・…
　　　　　酢酸　　　（エタノール）
　図6　StrePtococcus　bovisにおける発酵経路
セチルーCoAは主に酢酸に代謝されるが，少量のエタ
ノールも生成される。ピルビン酸（分岐点）以降の流
れ方が乳酸の生成量を左右することになるが，その生
成割合が培養条件によって異なることを明らかにした。
　グルコースの供給が十分な場合には，S．　bovisは乳
酸生成を高めて速やかに増殖した。LDH反応では
ATPは生成されないが，反応が近道なので，グル
コース分解全体が速くなり，解糖系で得られるATP
で十分最大増殖速度が得られたと考えられる［図6］。
一方，グルコースの供給が不十分な場合には，PFL
反応経路への流量を増やすことにより，グルコースあ
たりのATP生成量を増加させることが示された。こ
のように，エネルギーの供給状態に応じて，各発酵経
路の流速を調節し，ATP生成速度，従って増殖速度
を調節することが判明した。
　このように，S．　bovisは環境条件に応答して発酵
（エネルギー獲得反応）の調節を行うため，本菌の増
殖を制御するためには，これらの調節機構について知
ることが重要と考えられる。そのためには，発酵調節
の鍵となるLDHとPFLの性質と合成の調節につい
て知ることが必要となる。
2）LDHとPFLの特性
　S．bovisのLDHとPFLの至適pHはそれぞれ5．5，
と7．5であり，これは培地pHが低い時に乳酸生成が
増えることの一因である（上述）。また，LDHは解糖
系の中間体であるフルクトース1，6一ビスリソ酸
（FBP）によってアロステリックに活性化され，一方，
PFLはジヒドロキシアセトソリン酸（DHAP）とD一
グリセルアルデヒドー3一リソ酸（GAP）によってアロ
一11一
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ステリックに阻害されることが判った。これらの解糖
系中間体のプールサイズは，培養条件によって変動す
るので，このようなアロステリック効果も発酵パター
ンを変化させる要因となる。FBPをDHAPとGAP
に転換する酵素であるFBPアルドラーゼ（FBA）は，
これらの解糖系中間体のプールサイズに影響を及ぼし，
FBAの合成は培養条件によって変動することが明ら
かになった。従って，FBA合成を制御することで，
S．bovisの発酵パターソを制御し得るであろう。
　PFLは極めて特殊な酵素であり，酵素自身が1個
の電子を受容してラジカルとなり，その電子を基質
（ピルビン酸）に供与することにより反応を引き起こ
す［図7］。PFLは先ず不活性型（非ラジカル）で合
成され，その後PFL活性化酵素によって1個の電子
を付与され，活性型（ラジカル）に変換される。PFL
の活性化において，活性部位である737番目のグリシ
ソ残基のα炭素がラジカルとなる。グリシン残基の
ラジカル電子は418番目と419番目のシステイン残基
に移行し，そのラジカル電子をピルビン酸に付与して
アセチルーCoAとギ酸に開裂する。活性型PFLが酸
素に曝されると不可逆的に失活するが，この場合，
736番目のセリン残基と737番目のグリシソ残基の間
のペプチド結合が切断され，83および4kDaのポリ
ペプチドが生じる。
　活性型PFLは，非常に不安定な状態にあるため，
不要になった場合には，直ちに不活性型に変換する必
要がある。S．　bovisにおいては，この不活化はアル
コール脱水素酵素により触媒されることが判明した。
　　　　　フラボドキシン
　　　靴翼濯
　　　　　　　PL　　　　酸化型　　　　　　活性化酵素
翻訳ｪ
図7　ピルビン酸・ギ酸リアーゼ（PFL）の活性化機構
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本菌のアルコール脱水素酵素は，PFLの不活化活性
とアルコール脱水素活性だけでなく，アセトアルデヒ
ド脱水素活性も併せ持つ複合機能酵素であり，本菌の
代謝制御において重要な役割を担うと考えられた。
3）LDHおよびP肌合成の調節
　LDHとPFLの遺伝子（ldhと捌）を解析したと
ころ，前者はモノマー，後者はホモダイマーであり，
いずれの転写もモノシストロン様式であった。S．　bo－
visを連続培養し，　LDHとPFLの合成に及ぼす培養
条件の影響について調べた結果，栄養条件やpHを変
えて増殖速度を変化させると，ldh－mRNAレベルと
Pfl－mRNAレベルは逆方向の変化をした。　LDHおよ
びPFLのmRNAレベルとそれぞれのタンパク量と
は平行関係にあり，発酵産物もそれに一致した変化を
示した。従って，S．　bovisは増殖条件に応じて転写レ
ベルでLDHとPFLの合成を相反的に調節すること
により乳酸の生成を制御すると考えられる。
4）PFLとPFL活性化酵素の過剰発現による乳酸
　　生成の抑制
　プラスミドを用いてS．bovisのPfl遺伝子をS．　bovis
に導入したところ，発酵パターソは変化しなかったの
で，躍プロモーターの活性が低いと考えられたが，
ldhプロモーターの下で過剰発現させた場合には，
PFL活性が増加し（PFL／LDH比の増加），乳酸生成
が低下した。また，PFLとPFL活性化酵素をldhプ
ロモーターの下で過剰発現させた場合には，更に乳酸
生成が低下した。従って，このような菌をルーメン内
に導入すれば，ルーメンアシドーシスを防ぐための手
段に成り得ると思われる。
5）　解糖系の代謝調節
a）　ゲリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）の代謝調
　　節
　S．bovisはヘキソースモノリン酸経路およびH＋－
transhydrogenaseを持たず，　NADP＋一依存性グリセ
ルアルデヒドー3一リン酸脱水素酵素（GAP－N）が
NADPH生成を担う重要な酵素であることが判明し
た［図8］。しかし，GAP－N過剰発現株の発酵産物は
親株と大差がなかったので，GAP－Nによる発酵パ
ターソの調節は大きくないと考えられた。
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　　　　　　　画
　　　GAP　T　GA”1，3－BP　　　　　　鴇劃圖
　　　　　　　　　　　　　　3PG－一’2PG
　　　　　図8　GAPから3PGへの反応経路
GAP：glyceraldehyde－3－phosphate，
GA－1，3－BP：glyceraldehyde－1，3－bisphosphate，
3PG：3－phosphoglycerate，2PG：2－phosphoglycerate，
GAP－A：NAD＋－dependent　GAP　dehydrogenese，
GAP－N：NADP＋－dependent　GAP　dehydrogenase，
PGK：phosphoglycerate　kinase．
　また，S．　bovisにおけるNADH生成酵素である
NAD＋一依存性グリセルアルデヒドー3一リソ酸脱水素酵
素（GAP－A）にっいても調べた［図8］。　GAP－A遺
伝子の後方には，3一ホスホグリセリソ酸キナーゼ
（PGK）遺伝子が存在したが，異なる転写単位であっ
た。解糖系においてGAP－A反応とPGK反応は一連
の流れとして進行するが，これらの酵素の合成は異な
る調節を受けると考えられる。GAP－AとGAP－Nの
酵素としての特性には，大きな違いが見られなかった
が，両者の合成はエネルギーの供給状況により相反的
に調節されることが明らかになった。すなわち，エネ
ルギー供給が十分な場合には，GAP－N反応を増加さ
せることにより，生合成反応に必要なNADPHの合
成を増加させ，エネルギーが制限される場合には，
GAP－A反応を増加させてATP生成を増加させるよ
うな調節を行うと考えられた。
b）ホスホエノールピルビン酸（PEP）の代謝調節
　S．bovisにおいて，　PEPは糖やアミノ酸などの代謝
の中心的な中間体である［図9］。ピルビソ酸キナー
ゼ（PYK）をコードするPyk遺伝子の上流にはホス
ホフルクトキナーゼ（PFK）をコードする擁遺伝子
が共転写ユニットとして存在することが判った。この
Pfk－Ptkオペロソは，　CcpA（後述）によって正の調
節を受けたが，CcpA欠損株でもPfk－Pyleオペロンの
転写量が親株よりも低下していたことから，本オペロ
ソはCcpAだけでなく他の転写制御も受けていると思
われた。PYKは，　FBPよりもG－6－Pにより大きく
活性化された。PYK活性はリン酸（Pi）により大き
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　　　　　Malic　enzyme
　　　　　　図9　PEPとその周辺の反応
PEP：phosphoenolpyruvate，　OAA：oxaloacetate，
PCK：phosphoenolpyruvate　carboxykinase，
PYK：pyruvate　kinase
く阻害されたが，その阻害はG－6－Pの添加により回
復した。PYKの過剰発現は最大増殖速度や発酵パ
ターソにはあまり影響しなかったので，PYKの酵素
量が解糖系の流量に及ぼす影響は小さいと考えられ
た。従って，本菌のPYK活性は，菌体内の酵素量よ
りもPiとG－6－Pの濃度によって大きく調節されると
考えられる。
　一方，ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナー
ゼ（PCK）をコードするPcle遺伝子の転写は，　CcpA
によって負の調節を受けたので，PYKの合成とは相
反的な調節を受けると考えられる。また，PCK活性
の平衡はオキサロ酢酸（OAA）のデカルボシキ化
（逆反応）の方向に大きく傾いており，通常はOAA
からPEPへの反応を担っていると考えられた［図9］。
S．bovisにおけるPEPからOAAの生成は，　PCKに
より直接的に生成されるのではなく，PYKによりピ
ルビソ酸に転換された後に，ピルビン酸カルボキシ
ラーゼによって生成されることを証明した。また，
Pck欠損株を用いた解析から，　PCK反応以外の経路
によりPEPおよびOAAが生成されること，　PCKは
アミノ酸合成の誘導やエネルギー代謝を含め，増殖の
開始に関与することなどが示唆された。
B．S．　bovisにおける糖輸送系関連因子と解糖系酵
　　素の転写調節
　マンノースーホスホトラソスフェラーゼ輸送系（マ
ソノースPTS）について，その遺伝子クラスターを
解析し転写調節を調べたところ，転写は培養条件の影
響をあまり受けず，構成的（constitutive）に転写が
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行われることが判明した。本菌における糖輸送におい
ては，グルコースPTSやグルコース促進拡散（パー
ミアーゼ）系などでの調節が重要なのであろう。そこ
で，CcpA（カタボライト・コソトロール・タンパク
A）と連動したグルコースPTS（CcpA－PTSグロー
バル転写制御系）について調べた。
　CcpA－PTS系では，　PTSを構成するheat　stable
protein（HPr）の46番目のセリン残基がATP依存性
HPr（Ser）kinaseによってリソ酸化され，　HPr－Ser－
Pとなる。HPr－Ser－PはCcpAと複合体を形成し，
遺伝子のcatabolite　response　elements（cre）部位に結
合することにより，転写を活性化または抑制する［図
10〕。これらのHPr（ptsH），enzyme　I（ptsl），HPrキ
ナーゼ（hPrK），およびCcpA（ccPA）をコードする
遺伝子の存在をS．bovisで確認した。また，　PTS系
で糖輸送を行うためにHPrの15番目のHis残基をリ
ン酸化する酵素，enzymeIをコードする遺伝子（Ptsl）
はptsHとオペロンを形成していた（PtsHI）。一方，
転写制御を行うためにHPrの46番目のSer残基をリ
ン酸化するHPrキナーゼをコードする遺伝子（hPrK）
の転写単位はPtsHIオペロンとは異なっていた。また，
ccPAはCcpA結合部位であるcre領域を介して自己
転写制御を行うと考えられた。
　ゲルシフトアッセイにおいて，CcpAのみ，もしく
はCcpAとHPrを添加しても，　cre配列との結合は
見られなかったが，CcpAとHPrキナーゼによりリ
ソ酸化されたHPr－［Ser－P］を添加した場合には，
CcpA－HPr－［Ser－P］複合体とcre配列の間で結合が
グルコース
　ピルビン酸　　　　　　　　　　　　　CcpA
・鷹1－・＼　Ccpi‘HP「睡翻
解糖系酵素　　　　　　　　　　　cre　slte糖輸送体
　　　　　　　　　　　　　　　　DNA
　図10CcpA－PTSシステムによる転写調節
見られた。従って，cre領域へのCcpAの結合には
HPr－［Ser－P］が必要と考えられた。　HPrキナーゼは
HPrのセリン残基へのリソ酸化活性（正反応）と脱
リン酸活性（逆反応）の両方を合わせ持つユニークな
酵素であり，正反応はPiにより阻害され，逆反応は
Piにより活性化されることが判った。　HPrキナーゼ
は構成的に合成されていたので，HPr－［Ser－P］濃度
は，菌体内のPi濃度に大きく依存すると考えられる。
　ccPA欠損株では，グルコースの優先利用性が消失
たことから，CcpAは代謝物抑制（catabolite　re－
pression）に関わる因子の転写制御にも関与している
ようである。ccPA欠損株をグルコース培地で培養し
たところ，親株に比べ，ldh－mRNAレベルは低下し
たが，が一mRNAレベルは上昇した。従って，　S．　bovis
はCcpA転写制御因子としてLDHとPFLの合成を
転写レベルで相反的に調節することにより乳酸生成を
調節すると考えられる。この他にも，CcpAは糖代謝
関連酵素や糖輸送系タンパクなどの広範囲の遺伝子の
転写を調節し，その結果として発酵全体を制御すると
思われる。
C．S．　bovisにおけるクォーラムセンシンゲ機構に
　　よる増殖制御
a）　オートインデューサー2（AI－2）制御系の解析
　AI－2は，菌細胞の密度感知分子として種々の菌か
ら検出されており，菌細胞間の情報伝達を行っている
と考えられている。S．　bovisのAI－2合成系の解析を
行ない，中心的な酵素であるLuxS　AI　synthaseを
コードするluxS遺伝子を明らかにした。　S．　bovisの菌
体内luxS－mRNA量は対数増殖初期に大きく増加
し，対数増殖中期以降には減少したので，グルコース
の供給または増殖速度が低下する前にluxS－mRNA
量が大きく低下したことになる。luxSの転写は菌細
胞密度とは直接は相関せず，増殖速度を最大に保った
場合にはluxS－mRNAは高いレベルを維持した。従
って，本菌においては，AI－2活性は培養条件に応じ
て菌の生理状態や代謝を調節するためのシグナルとし
て作用する可能性がある。
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b）増殖制御ペプチドの特性とその作用
　AI－2系とは異なるクォーラムセンシング機構の解
析を行ない，ペプチドフェロモンComCがS．　bovis
の細胞間情報伝達物質として機能することを示した
［図11］。ComCは前駆体として合成された後に，翻
訳後修飾を受けてリーダーペプチドが切り離され，
ComABを介してシグナルペプチド部分が菌体外に放
出され，細胞間情報伝達物質として作用することが判
明した。本菌のComCの分子質量は，ヤギのルーメ
ン内液から精製したComCの分子質量と一致した
（未発表）。ComCは細胞膜貫通型ヒスチジンキナーゼ
と細胞内応答制御因子で構成された二成分制御系
（two－component　system；ComD）により感知され，
ComEを経由して増殖に関わる遺伝子の転写を調節
すると考えられる。
　ヒスチジソキナーゼ部分の遺伝子を欠損させたとこ
ろ，種々のタンパク質の発現量が変化し，増殖速度だ
けでなく遺伝子受容能も低下したので，ComCは本菌
の遺伝子コソピテンス（形質転換能）にも関与するよ
うである。また，ルーメン微生物混合系にComCを
添加したところ，S．　bovisの16SrRNAの転写量が他
菌よりも大幅に増加したことから，ルーメン内におい
ても，ComCはS．　bovisの増殖を促進させ得ると思わ
れる。従って，ComCを介したクォーラムセンシング
機構の制御により，S．　bovisの増殖を制御することが
できるかも知れない。
〈論文リスト：26，31，38，47，48，53，55，65，68，71，72，
75，76，88，92，95，97，99，101，102＞
4－2．Megasphaerα　etsdenii（乳酸利用菌）
　ルーメンにおける乳酸の蓄積を防ぐためには，その
消費を増やすことも重要である。そこで，乳酸を利用
する代表的ルーメン菌としてMegasPhaera　elsdeniiに
着目し，乳酸の利用・代謝や増殖を左右する要因など
について調べた。本菌はアクリル酸経路でプロピオン
酸を生成するのが特徴である［図12］。
　M．elsdeniiはグルコースと乳酸が存在する時には
乳酸のみを利用し，乳酸が枯渇するとグルコースを利
用するという「基質利用の優先性」をもつことを見出
した。Selenomonαs　ruminantiumなどの多くの乳酸利
用菌は糖の存在下では乳酸を利用しないが，本菌は
ルーメソのような糖が存在する場においても，専ら乳
酸を利用すると考えられるので，非常に有用な乳酸利
用菌と言える。事実，グルコース培地で本菌とS．bo－
visを共培養したところ，先ずS．　bovisがグルコース
を利用して乳酸を生成し，その乳酸をM．elsdeniiが
利用するため，乳酸が蓄積しないという明瞭な連携が
証明された。
　一方，M．　elsdeniiは乳酸からプロピオン酸を生成
するのに，グルコースからは生成しないので［図
12］，そのメカニズムを解析した。その結果，本菌の
乳酸ラセマーゼが外来の乳酸によって誘導される酵素
であることが判明した。本菌はピルビソ酸をD一乳酸
に変換でき，またL一乳酸からプロピオソ酸を生成で
きるが，乳酸ラセマーゼがないとD一乳酸をL一乳酸に
変換できないために，糖からプロピオン酸が生成され
ないことが明らかとなった。
　また，M．　elsdeniiは培地中の酢酸を利用して酪酸
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バ
lntracellular
●ComE
図11ComCシグナル伝達系
gulator）
criptjonal
ulation
　　　匝姻＼?
　　　〔2H〕　　　〔2H〕＼
1＼［2H）
Acetate
L－Lactate－一←　Lactyl－CoA
　Butyrate　　　　　H2　iPFδ炉iδ｝董iδi
図12　MegasPhaera　elsdeniiにおける発酵経路
　　　　　　Acrylate
　　　　　　／
Acryly1－CoA
Propiony1－CoA
　　1
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を生成し得ること，酢酸は増殖を促進することなどを
見出した。また，H2生成を阻害すると増殖が抑制さ
れたが，酢酸を添加すると増殖が回復したことから，
酢酸は電子の処理に役立ったと解される。つまり，酢
酸から酪酸への反応では電子が消費されるために発酵
が速やかとなり，従って増殖が促進されることを明ら
かにした。
　乳酸利用菌としてはS．ruminantiumも重要で，こ
の菌はM．elsdeniiとは違ってコハク酸経路でプロピ
オン酸を生成し，発酵やその調節も異なる［図13］。
本菌のプロピオソ酸生成は上記のPCKとPYKの活
性比によって左右され，これらの酵素の活性はATP
やPiによるアロステリック調節を受けるので，エネ
ルギーの供給状況によって異なる［図14］。発酵調節
の詳細は省略するが，この菌はメタン生成の制御との
関連でも重要なので，後に再度述べる。
＜論文リスト：2，13，16，42，50＞
　　　　　　Glucose
　　ウ　　　　　　　　　　　　　　　【2Hl弊・・［2田鯛A、e，yl．C。A
　Succinate
e－一一一＿烹＿．．．　　H・。。曲，e
iPropionate　i
L■■．．．．一．．．■．曾，一．■．．．．一，．■’
　　図13　Selenomonαs　ruminantiumにおける発酵経路
　　　　　　Glucose
　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　（十）　　　　　　　FBP
　　OAA　　　　　　　　PyrUvate《一レ　Lactate
　　　↓　　　　↓
　Propionate　　　　　　　Acetate
図14　S．ruminantiumにおける発酵調節の一端
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5．ルーメンにおけるメタン生成の抑制
5－1．新規のメタン生成抑制剤の開発
　上述のように，ルーメソ内では嫌気的な発酵（エネ
ルギー獲得反応）が行われるが，ルーメン全体として
は主に飼料中のデンプンやセルロース等の多糖類が分
解され，有機酸と水素（H2）が生成され，　H2はメタ
ンに転換される［図15］。メタンはあい気（げっぷ）
として口から排出され，宿主にとってエネルギーのロ
スとなるだけでなく，地球温暖化とも関係するので
（上述），その生成を低減させることが重要である。
　嫌気発酵においては，糖の酸化分解によって生じた
電子（還元当量）の受容体として02が使えないので，
電子受容反応（還元反応）が重要である。ルーメンに
おける主要な電子受容反応はプロピオソ酸生成反応で
あるが，それだけでは電子が速やかに処理されないの
で，もう一つの電子受容反応としてH2が生成される。
H2はメタンとなるので，プロピオン酸生成反応を増
加させれば，メタン生成が減少することになる。
　このような効果をもたらす物質を検索した結果，
ルーメソにおけるプロピオソ酸生成の増加とメタソ生
成の減少をもたらし，結果として飼料効率の改善効果
を持つ物質を真菌類の培養液から分離した。その構造
決定を行った結果，新規の物質であることが判り，ア
イベリンと命名した。これは，ペプタイボールと総称
されるペプチド・イオノフォアの一種であり，特定の
グループの菌に対して代謝を変えることによる弱い抗
菌性を示す物質であった。ヤギを用いたin　vivO試験
でも明確な効果が認められた。
［セルロース分解菌］　［デンプン分解菌］　　　　　　あい気
　セルロース　　　　　デンプン
　　　　　　　　　　　　　［プロピオン酸生成菌］
酪酸
［メタン菌］
　　　　　　　　　　　　　　［2H］　＝2e“　＋2H＋
図15ルーメン内微生物全体での嫌気発酵とメタン生成
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　アイベリソは類似の効果を持つモネンシソなどのよ
うなポリエーテル系イオノフォアと異なり，プロトゾ
ア数の減少や繊維消化率の低下を招くことはなく，ま
た動物に殆ど吸収されないため，宿主動物に対する影
響もなく，乳肉への残留もないという多くの長所をも
つことが判った。しかし，製造コストが高いため，畜
産への実用化には至っていない。
〈論文リスト：15，17－20，25＞
??
／〈、
グルコース
　↓
麗評ビン酸×ee
　　　　　　　　　　　オキサロ酢酸
アクリル酸
＼く力，オ。酸／
＼　　／弓・1酸
　　［・H］プール・．7．マ↓レ酸
　　　　　　　　　コハク酸
図16　プロピオン酸の生成経路
5－2．硝酸・亜硝酸還元，フマル酸還元，およびその
　　　代謝制御によるメタン生成の抑制
　コストを考えると，薬剤を用いないでルーメンにお
けるメタン生成を低減させ，しかも全体の代謝効率や
繊維利用を低下させず，むしろ向上させることができ
れば最も望ましいことである。そのためには微生物を
制御したり有用菌を導入したりすることが有利である
との考えから，それを最終目標とした研究を行った。
その方法の一つとして，メタソ生成の基質であるH2
とギ酸の生成と消費の制御によるメタン生成の抑制法
について検討し，以下のような結果を得た。
　1）H2とギ酸はメタソ菌に速やかに消費されるた
め［図15］，これらの基質の生成を抑制することが有
効であることを明らかにした。
　2）　メタン生成を抑制するためには，H2生成以外
の反応に電子を流すことによってH2生成量を減らす
ことが有利と考えられ（上述），そのような電子受容
反応としてプロピオソ酸生成反応系［図16］および
硝酸還元反応系［図17］が有効であることを示した。
また，フマル酸還元菌や硝酸還元菌はH2を消費する
ことによってもメタン生成を減少させることを明らか
にした。
　3）フマル酸還元の増強のためにはフマル酸生成
反応系への代謝の流れを増加させる必要があるが，主
要ルーメソ菌において，フマル酸生成経路を律速する
酵素はPCK（上記）であることを明らかにした。今
後はこの反応の制御をターゲットにすることが有効と
考えられる。
　4）　硝酸＊含量の高い植物（牧草などの茎葉飼料）
を摂取するとルーメン内の亜硝酸濃度が高くなり，硝
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　　　［2H］　　　　　　　　　　［2H］
硝酸（、。、）工亜硝酸（，。i）＼＿アンモニア（NH，）
π・酸snt↓↑撚・飾
二、。ソア、ン　　　↓［璽1
　　　　　　　　　　　　　　　2級アミン　0＝N－N『R・　　　　H－N－R1
　　〆R・　　　　　　　R2
國
　図17硝酸・亜硝酸還元反応系とニトロソアミンの生成
酸中毒（メトヘモグロビン血症）が起こることは知ら
れていたが［図17］，微生物学的観点から，ルーメン
内では硝酸還元よりも亜硝酸還元の方が遅いために亜
硝酸が蓄積され易いことを示した。また，メタソ生成
の減少は，硝酸・亜硝酸還元に電子が用いられるから
だけではなく，亜硝酸の蓄積により発酵全体が抑制さ
れる結果でもあることを明らかにした。従って，メタ
ン生成の低減のためにも硝酸中毒の防止のためにも，
亜硝酸還元を増強する必要があると考えられた。（＊硝
酸は水溶液中ではイオン，乾燥状態では塩の形である
が，習慣的にそれらを含めて硝酸と呼んでいる。）
　5）乳酸は硝酸・亜硝酸還元に利用され易い電子
供与体であることが判った。
　6）硝酸をフマル酸と同時に添加することによ
り，亜硝酸による発酵の抑制が軽減されたので，この
方法は硝酸を安全かつ有効に利用するためにも重要と
考えられる。
　7）　硝酸還元菌，Wolinella　succinogenesのルーメ
ン内存在数は極めて少ないが，本菌をルーメンに導入
明治大学農学部研究報告　第61巻一第1号（2011）
することで，硝酸還元，特に亜硝酸還元を大きく促進
し，亜硝酸の蓄積を減少させ得ることをin　vitroおよ
びin　vivo実験により示した。本菌をフマル酸の給与
と組み合わせることにより，メタソ生成の抑制および
硝酸中毒の防止に役立つと考えられる。
　8）硝酸還元能をもつとされるルーメソ菌のうち，
S．ruminantiumがルーメソ内に最も多数存在し，そ
のうち硝酸・亜硝酸還元能をもつ菌株・亜種の数は8
－10％程度であることを明らかにした。また，硝酸含
量の高い飼料の給与により硝酸・亜硝酸還元能をもつ
菌株の割合が増加したので，徐々に硝酸含量の高い飼
料に切り替えていくことにより，硝酸・亜硝酸還元能
をもつ菌の数を増加させることができると考えられる。
　9）　硝酸・亜硝酸還元およびフマル酸還元能が従
来のものよりも高いS．ruminantiumの新菌株を発見
し，その菌を混合ルーメソ微生物培養系に添加するこ
とで乳酸利用が促進され，メタン生成が低下すること
を示した。本菌をルーメソに導入することにより菌数
を増加させれば，乳酸アシドーシスの発症とメタソ生
成を同時に低下させ得ると考えられた。
　10）更なる乳酸利用能の増強，フマル酸還元能の
増強，硝酸還元の制御を目指して，S．　ruminantium
のLDH，乳酸ラセマーゼ，フマル酸還元酵素，
PCK，硝酸還元酵素などの精製を行ない，生化学的
特性を解析したが，その詳細は省略する［図13］。こ
れらの酵素の一部については，その遺伝子配列を明ら
かにし，発現調節機構の解明も行った。このように，
今後分子レベルでこの問題についてアプローチしてい
く基盤ができつつある。
〈論文リスト：28－30，34，39，41－43，45，49，51，56，62，
63，66，69，77，82，98＞
6．ルーメン菌の低pH耐性
　ルーメン内pHは，通常採食後低下するが，特に濃
厚飼料多給時にはその低下が大きい。pHが低下する
と多くのルーメン微生物は増殖や代謝活性が低下し，
特にセルロース分解菌は低pHでは増殖が阻害される
ので，繊維の消化が悪くなる。そこで，代表的なセル
ロース分解ルーメン菌3種を供試し，培地pHの低下
が細胞内pHと膜電位差に及ぼす影響を調べた結果，
セルロース分解菌は細胞内へのH＋の漏入が増加した
場合に細胞内のH＋を細胞外に駆逐する能力が低いこ
とが明らかとなった。
　このように，低pH耐性における重要な側面の一つ
は細胞内のH＋を細胞外に汲み出す能力であることが
示唆されたので，H＋汲み出しの主要機構と考えられ
る細胞膜のH＋－ATPase活性について調べ［図18］，
低pH非耐性の繊維分解菌（Ruminococcus　albzasなど）
のH＋－ATPase活性（含量）は，低pH耐性菌（S．
bovisなど）のH＋－ATPase活性よりもはるかに低い
ことが判明した。また，H＋－ATPase活性の低いS．
bovisの変異株を作製したところ，野生株よりも著し
く低pH耐性が低下したことから，　H＋－ATPase活性
が低pH耐性にとって不可欠であることが実証された。
　一方，H＋－ATPase遺伝子の構造は，低pH耐性菌
であるS．bovisと低pH非耐性菌であるRαlbusでか
なり異なり，特にその転写調節領域が大きく異なって
いた。これは，S．　bovisはpHの低下に伴いH＋－AT－
Paseの合成を転写レベルで増加させるが，　R　albus
ではそのような適応能力が低いという観察結果を支持
するものであった。
　もう一つの側面として，ルーメン菌の低pH耐性と
乳酸生成との関連を調べ，乳酸生成能が高い菌ほど低
pH耐性が高いこと，またLDH（乳酸脱水素酵素；
上述）の至適pHおよび低pH時にLDHの合成を高
める能力も低pH耐性にとって重要であることを明ら
かにした。また，低pH耐性をもつ菌はpH低下に応
答して細胞膜脂質組成を変化させること，培地中の
　　　　　　　ATP
Hや・・…　賄囎脚溺鯉3レ　H←w・fes
漏入
　…
　i
　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピ　　　　　　　　藝＿＿＿→　　ca　’　　｝
　　　　　　　鰭難，　　　　　　　　　l　　　　　　　yas
図18嫌気性消化管バクテリアにおける細胞内pHの調節とプ
　　ロトンATPase
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K＋，Na＋，NH♂などのイオソの濃度も低pH耐性を左
右することなども明らかにしたが，詳細は省略する。
〈論文リスト：9，23，24，27，32，33，37，40，57，58，70＞
7．消化管微生物による生理活性物質の生成（機能性
　　動物食品の生産，ペット動物の健康増進・疾病予
　　防など）
7－t．Butyrivibrio　fibrisolvens
a）　プロバイオティクスとしての利用
　腸内細菌により生成される短鎖脂肪酸は，宿主のエ
ネルギー源となるばかりでなく，腸管運動の促進，消
化管粘膜の血流促進，Na＋吸収の促進などの生理活
性をもつ。とりわけ，酪酸は大腸上皮細胞における代
謝，細胞の分化・増殖などにおいて重要な役割を担っ
ているだけでなく，結腸癌や潰瘍性大腸炎に対する防
御作用があることが示唆されている。
　ペット動物（イヌ・ネコ）においても腸管内での酪
酸生成を増強することは重要と思われるので，この問
題について検討した。イヌおよびネコの腸管内におけ
る酪酸生成菌の数および酪酸生成能の高い菌の数はイ
ヌ・ネコの加齢と共に減少したことから，高齢のイ
ヌ・ネコでは酪酸生成量が減少すると考えられた。酪
酸生成能の高いルーメソ菌であるB．　nbrisolvensはイ
ヌ・ネコの腸管内にも存在することが判ったが，その
数は非常に少ないので，特に高齢のイヌ・ネコでは，
8勲溶01”θηsのプロバイオティクスとしての活用が
有益と思われた。
　そこで，酪酸生成能の高いE勲瘤o勿θ駕の新規菌
株（MDT－1株）をマウスに経口投与したところ，大
腸癌（上皮性悪性腫瘍；“癌”），肉腫（非上皮性悪性
腫瘍；“がん”），潰瘍性大腸炎，アトピー性皮膚炎な
どの予防と抑制が認められた。特にアトピー性皮膚炎
に対する治療効果を示したプロバイオティクスの例は
なく，重要な知見である。これらの結果は，本菌がプ
ロバイオティクスとして有効であることを初めて示し
たものであり，現在実用化に向けて研究が進展してい
る。乳酸菌などで，これらの効果の一つか二つを持つ
ことは報告されているが，1菌株でこれだけ多様な効
果を持つものは知られていない。本菌の生菌でなくて
も，破砕菌体，細胞壁画分，リボ多糖画分でも顕著な
効果が認められたので，本菌の効果は菌体成分による
ところが大きく，免疫機能の向上・改善による効果が
大きいと考えられた。しかし，全般的な効果としては
生菌の効果の方が大きかったので，酪酸生成も含めた
総合的な要因による多面的な機構を介して効果をもた
らすと考えられる。
　一方，8勲廊oJ肥π∫における酪酸生成の増強を目
的とした酪酸生成経路の解析や関連酵素遺伝子の解析
なども行ったが，まだ研究途上なので，その詳細は省
略する。
＜論文リスト：44，59，60，78，83，84，87，90，91，94，
103＞
b）共役リノール酸（CLA）の生成
　抗癌，抗動脈硬化，免疫機能改善，成長促進など種
々の生理作用を持つCLAは世界中の注目を集めてい
る。CLAの主要な天然物給源は牛乳・牛肉である
が，その含量は非常に低いので増加させることが望ま
しい。ウシにおいては，CLAはルーメソ内微生物に
よるリノール酸（cis9，　cis　12－18：2；LA）の水素添加反
応系における初発反応の異性化生成物であるが，その
CLA（主にcis9，　trans　11－18：2，少量のtrans　1　O，　cis　12
－18：2）は即座に水素添加を受け，バクセン酸
（transll－18：1；VA）を経由してステアリソ酸（18：
0）となる［図19］。CLAでなくてもVAが吸収され
れば，宿主の体内でCLAに代謝され得るが［図20］，
CLAもVAも代謝中間体なので，通常は吸収量が少
ない。
　一方，単胃動物の大腸内では，LAはVAまでしか
代謝されないことが多いが［図19］，普通はその反応
は微弱である。つまり，代謝能力の高い菌は生息せ
ず，その菌数も少ないので，体内も含めて，CLAは
殆ど生成されない。
　そこで，LAからCLA（cis9，　transll－18：2）を経て
VAを生成する能力が従来よりも格段に高いB
fibrisolvensの新菌株（MDT－10株）を発見し，それ
をルーメソに導入することによりVAの生成を増加
させ，ウシの体内でのCLA生成量を増加させる道を
一19一
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リノール酸　く＜戸1甲し＞VV・…
（c’s9’　C’s12’C18：2）異性イヒ↓iJ・一・酸イソメラーゼ
Cta　　　＜＜＜パメし＞＞＞C・・H
（t”ans’　1’C18：1’?f添加↓2e－．・H＋［大腸内］
ステアリン酸　　　一＿COOH
（C18：0）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［ルーメン内】
　　図19消化管におけるリノール酸の水素添加反応
α・リノレン（cis9，cis　12，cis15－18：3）
　↓
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　↓
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リノール酸異性体（tn∂nsl1，　ci515－18：2）
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図21B勲腐o伽η3におけるα一リノレン酸の水素添加反応経
　　路
MDT－10株 MDT－5株
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團
図20　8勲γガso1％η5の新規菌株の利用によるCLA生成の増強
拓いた［図20］。また，上記MDT－10株の育種・改良
を行ない，CLAをVAに水素添加しない変異株，す
なわちCLA還元酵素活性の欠失によりLAを専ら
cis9，　trans　11－CLAに異性化するだけの菌株（MDT－5
株）の作出に世界で初めて成功した。この菌株の利用
によりCLAを効率よく生産できるだけでなく，単胃
動物のためのプロバイオティクスとしての利用も可能
であり，ヒトや伴侶動物の健康，およびCLAを含む
豚肉，鶏肉，鶏卵などの生産に役立つと考えられる
［図20］。CLAは化学的にも生産されているが，これ
には有害な異性体も含まれるのに対し，本菌株は有益
な効果をもつcis9，　transll－CLAのみを生成すること
に意味がある。
　一方，MDT－10株のVA生成能を更に増強するた
めの基礎研究として，β勲γ∫soJθ6ηsのCLA還元酵素
の精製，その遺伝子のシークエソス，その発現調節機
構の解明などを行った。また，新たな代謝解析技術
（in　vivo　real　time　NMR）とC13一α一リノレン酸（cis9，
一20
cis12，　cis　15－18：3）を用いてα一リノレン酸の水素添加
反応経路を初めて解明し，この過程で共役リノレン酸
（cis9，　trans12，　cis15－18：3）の他にCLA異性体
（transll，　cis13－18：2）が生成されることを発見した
［図21］。いずれの共役脂肪酸も生理活性を持つと考
えられる。
〈論文リスト：46，52，73，81，85，86，89，96＞
7－2．セラミドの生成
　セラミドやスフィンゴイドなどのスフィンゴ脂質
は，動物細胞の増殖や機能に関連したシグナル伝達系
の調節や免疫機能の調整などの生理活性を持つ物質と
して知られているが，近年はスフィンゴ脂質の経口摂
取が癌や潰瘍性大腸炎の予防・抑制効果などを持つこ
とが示唆され，注目を集めている。
　天然のスフィンゴ脂質給源としては動物性のスフィ
ソゴミエリン（SM）と植物性のグルコシルセラミド
（GluCer）が代表であるが，これらを摂取した場合は
いずれもセラミドやスフィンゴイドに分解されてから
吸収される。SMは腸管内で動物の酵素によりある程
度分解されるが，GluCerは分解されにくく，かなり
の部分が糞中に排泄される。抽出・精製された
GluCerを微量投与した場合は吸収され易いが，植物
（植物性食品）の形で摂取した場合は吸収されにくい。
それ故，SMやGluCerを利用する場合には，腸内細
菌の利用により水解（セラミドへの転換）を増強すれ
ば有効性が高まると予測される。
　そこで，先ず鶏卵およびブタの脳からの安価で簡便
なSM調製法を確立した。次に，そのSMをマウス
明治大学在任中の研究の足跡
に経口投与したところ，結腸・直腸の異常陰窩病巣
（前癌病巣）の形成が抑制され，また炎症性腸疾患
（IBD）の症状が緩和されることが証明された。更に，
SMは腸管内のIgA量を増加させたので，免疫の改
善にも寄与すると考えられた。しかし，BSE（狂牛
病）の問題が出て以降は，家畜の脳は利用不能になっ
た。
　一方，GluCer［図22］は植物中の含量が高いばか
りでなく，非可食部に多く含まれているために安価で
あるという理由もあって，社会的にはGluCerの方に
目が向けられるようになったので，GluCerの利用に
ついて検討した。上述のように，GluCerは吸収され
にくいため，腸内での細菌による分解がSMの場合
以上に有益と考えられる。そこで，GluCer水解能を
持つ腸内細菌の探索を行った結果，植物性GluCerの
水解能（グルコシルセラミダーゼ活性）が極めて高い
新種の菌を発見し，Blautia　gluceraseaと命名した。
本菌の利用により植物中のGluCerからセラミドを製
造することや，プロバイオティクスとして本菌を利用
することが可能となった［図23］。本菌を用いて
GluCerから調製したセラミドをマウスに投与したと
ころ，潰瘍性大腸炎の発症を抑制する効果がGluCer
を投与した場合よりも大きいことが示唆された［未発
表］。
＜論文リスト：67，79，93，100＞
7－3．有益胆汁酸の生成
　胆汁酸は肝臓で合成され（一次胆汁酸），十二指腸
に分泌されて小腸における脂質の消化・吸収を助ける
界面活性作用をもつ重要物質である。分泌された胆汁
酸の大半は小腸で吸収されて肝臓に戻る（腸肝循環）
が，一部は大腸まで達し，腸内細菌による代謝を受け
る（二次胆汁酸）。一次胆汁酸の組成は動物種によっ
て異なるが，ヒトではコール酸とケノデオキシコール
酸（CDCA）が主であり，大腸内では最終的な二次胆
汁酸としてそれぞれデオキシコール酸とリトコール酸
（LCA）が生成される。これらの二次胆汁酸は発癌・
補発癌作用や細胞毒性をもち，宿主にとって有害であ
るが，CDCAから異性化反応により生成されるウル
ソデオキシコール酸（UDCA）は肝炎の予防・治療，
胆石の予防，結腸・肝臓癌の予防などの有益な効果を
もたらす［図24］。腸内細菌にはCDCAから直接
LCAを生成する菌が多く，CDCAからUDCAへの
反応（下記）に関与する菌は少ない。しかも，
UDCAからLCAを生成する菌もいるために，通常は
UDCAは蓄積し難く，従って吸収される量は極めて
i菌によって分解したi
．｛セラミドの磐烹＿．
　　　　　i免疫機能の増進
　セラミド　i大腸癌の抑制
　　↓↑　…大腸炎の抑制
→スフィンゴイドiアトピー性皮膚炎の抑制i
　　　　　i肌の美容
　　　　　　　　グルコシルセラミド（主要給源は植物）
　　l　”””’－－－－　－－－－ロ－ロ－リロコ－サI－　－－－－－゜－！－－ロ－－－－－－　　h
グルコシルセラミダーゼ
図22　グルコシルセラミドの構造とその水解
i菌の投与による分解の増加一→吸収量の増加i
図23　経口投与したグルコシルセラミドとセラミドの効果
　　　　　COOH　　　　　　　　　　　　　　　COOH　　　　　　　　　　　　　　　COOH
　　　　　　　→　　　　　　　　　　　　→
Ho　H　’OH　　　HO　H　o　　　　HO　H　O囲
　　　　図24　腸内細菌相による二次胆汁酸の生成
（＊化学構造図中のOH基が点線でつながれている場合は結合が
ステロイド骨格の背面方向に，実線の場合は前方に向いている
ことを示す。）
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少ない。
　そこで，CDCAからUDCAを生成する腸内細菌を
探索し，その能力をもつ菌を分離した［未発表］。
CDCAから7一ケトリトコール酸を生成する菌，およ
び7一ケトリトコール酸からUDCAを生成する菌は報
告されているが，CDCAからUDCAを生成する腸内
細菌の分離は初めてである［図24］。この菌を大腸内
に導入すれば，CDCAからLCAへの転換が減少し，
UDCAの生成と吸収が増加する可能性がある。
8．　消化管微生物による有害物質生成の抑制（特に亜
　　硝酸・二トロソアミン）
　硝酸が植物中に多く含まれていることは既に述べた
が，植物性食品・飼料や飲水などにも含まれ，消化管
内では微生物の作用だけでなく非酵素的にも亜硝酸に
還元されるが，加工肉には亜硝酸が発色剤として用い
られることがある。亜硝酸は発癌物質であるばかりで
なく，上述のように，量が多いと宿主動物にメトヘモ
グロビソ血症を引き起こす可能性がある［図17］。さ
らに，亜硝酸はアミノ酸やリソ脂質などの分解により
生じた2級アミンと反応して更に強力な発癌作用を
もつニトロソアミソを形成するので［図17］，亜硝酸
の生成・蓄積を防ぐことは重要である。
　そこで，ペット動物について調べたところ，イヌ・
ネコの腸管内には硝酸・亜硝酸を還元する菌が常在す
ることが判った。また，動物の加齢と共に硝酸還元速
度に対する亜硝酸還元速度の比が減少したので，高齢
のイヌ・ネコでは亜硝酸が蓄積し易くなると考えられ
た。ネコの糞中混合微生物のRFLP（restriction　frag－
ment　length　polymorphism）解析により，ネコの腸
管内の主要な亜硝酸還元菌はEnterococcus属および
Clostridium属の菌であろうと推測されたが，これら
の菌は“悪玉菌”とされているので，これら以外の亜
硝酸還元菌を検索した結果，その能力をもつS．bovis
の1菌株を見つけた。本菌株を高齢のネコおよびイ
ヌの糞中混合微生物培養系に添加したところ，亜硝酸
の還元速度の増加と共に，乳酸生成の増加とpH低下
が認められた。従って，本菌をプロバイオティクスと
してイヌ・ネコの腸管内に導入すれば，亜硝酸の蓄積
を防ぐと同時に乳酸生成を増加させる手段となろう
（腸内のpHはアルカリ側にあるので，　pHを下げるの
が望ましいとされている）。
　一方，イヌの糞中混合微生物によるニトロソアミソ
の生成について調べたところ，高齢になると腸管内で
ニトロソ化能を持つ菌が増加する傾向がみられた。ま
た，ニトロソ化能を持つ菌の数および（または）ニト
ロソ化酵素の活性は，亜硝酸の存在下で増加すること
が示唆された。大腸菌では硝酸還元酵素がニトロソ化
反応を触媒すると報告されているが，硝酸還元酵素を
持つルーメソ菌，S．　rzaminantiumおよびW．　szac－
cinogenesではニトロソ化能は認められなかった。高
齢のイヌの糞中混合微生物培養系にS．ruminantizam
を添加したところ，亜硝酸の還元速度が増加し，糞中
混合微生物のニトロソ化活性が低下した。これは，S．
ruminantiumにより亜硝酸が還元されて減少した結
果として，ニトロソ化酵素の活性（量）が低下したこ
とを示すと考えられる。このような効果は，S．
ruminαntiumよりもW．　succinogenesを添加した方が
顕著であった。従って，これらの菌を腸管内に導入す
れば，亜硝酸の蓄積が減少し，ニトロソアミソの生成
が低下するものと思われる。
＜論文リスト：54，61，64，74，80＞
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あとがき
　本学着任当初は，研究に必要な設備や大型（高額）
共通機器はないに等しかったので，個人的に必要機器
を買い，手作りの装置・器具も使って研究を始めた
（市販されていないものや手作りの方が便利なものも
少なくない）。外部資金が切れたことはなかったの
で，少しずつ機器を増やしていきながら，地道に研究
はやれたが，設備や大型機器については不自由であっ
た。特に，代謝研究に最も必要なラジオアイソトープ
施設がなく，着任早々にその設置のために奔走した
が，徒労に終わった。そのために大きく遠回りをした
だけでなく，果たせなかった実験も多いのが残念でな
らない。このような状況だったために，任期前半は不
満の残る研究しかやれなかったというのが正直な感想
である。
　1997年のハイテクリサーチセソターの設置と2000
年の生命科学科の開設に伴い，機器・設備は飛躍的に
充実した。この時期以降は，大学も研究に高額予算を
つけるようになり，十分利用され得ていないのではな
いかと思えるほどに機器が増えつつある。筆者らの研
究も，その一部の機器のお陰でやれたことも多く，任
期の終盤は恵まれた環境になったと思う（ラジオアイ
ソトープ施設がないことと研究室が狭いこと以外
は）。しかし，残念ながら 数多い機器をフルに使え
るだけの力量はなくなっていった。健康や体力の低下
と共に 新たな技術を取り入れる意欲は萎えていった。
　結局，任期を通じて満足できる研究には至らなかっ
たが，「まえがき」で述べたように，研究は自身で完
結できるようなものではないと思っている。早晩，あ
る程度の部分は後進（不特定の人も含めて）が引き継
いでくれるであろう。特に，畜産は地味な分野であ
り，あまり多くの人に関心が持たれないようである
が，絶やしてはならない分野であると信じている。時
代によって，研究の必要性や価値は変わるであろう。
半世紀前に我国に花形として登場した原子力工学が人
気や評価を失いつつあるように。
　最後に，上記の研究はすべて研究室の学生・院生に
実行してもらった。厳しい状況に耐えて頑張ってくれ
た卒業生に感謝したい。また，特に名前は挙げない
が，多くの教員から多大なご教示・ご支援・ご協力を
頂いた。心から感謝しながら，研究の幕を降ろした次
第である。
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